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= (54) Title: THROMBOSIS DIAGNOSIS/PROGNOSIS METHOD 

(54) Hire : PROCEDE POUR LE DIAGNOSTIC/PRONOSTIC D'UNE THROMBOSE 

ON (57) Abstract: An in vitro thrombosis diagnosis/prognosis method comprising the steps of (A) extracting nucleic material from a 
<K| biological sample; (B) using at least one pair of amplification primers to produce amplicons of at least one nucleic material target 
sequence; and (C) using at least one detection probe to detect the presence of said amplicons; wherein the primer pair of step (B) 
£3 includes at least one amplification primer with at least 10 nucleotide units of a nucleotide sequence selected from SEQ ID NO 1, 3 
^ to 8, 15 and 16. 

O ( 57 > Abrege : L'invention concerne un proceed in vitro pour le diagnostic/pronostic d'une thrombose comprenant les etapes suivantes 
O : A - on extrait le materiel nucl&que d'un echantillon biologique, B - on utilise au moins une paire d'amorces d'amplification pour 
^ obtenir des amplicons d'au moins une sequence cible du materiel nucteique C - on utilise au moins une sonde de detection pour 
Q detecter h presence desdits amplicons caractense en ce que, lors de l'etape B, ladite paire d'amorce comprend au moins une amorce 
^ d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques d'une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N' 1 ; 3 a 8, 15 
^ et 16. 
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La presente opinion contient des indications et les pages correspondantes relatives aux points suivants 

13 Cadre n° I Base de I'opinlon 
S Cadre n° II Prlorite 

□ Cadre n° III Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, Pactivite inventive et ia 

possibilite duplication industrielle 

□ Cadre n° IV Absence d'unite de {'invention 

13 Cadre n° V Declaration motivee seton la regie 43b/s.1 (a)(i) quant a la nouveaute, Pactivite inventive et la 
possibilite duplication industrielle; citations et explications a i'appui de cette declaration 
Certains documents cites 
Irregularites dans la demande intemationale 



Cadre n° VI 
Cadre n° VII 



2. 



□ 
□ 

ffl Cadre n° VIII Observations relatives a la demande international 
SUITE A DONNER 

Si une demande d'examen preliminaire Internationale est presentee, la presente opinion sera consideree comme 
une opinion ecrite de Pad ministration chargee de I'examen prelim inaire international, sauf dans ie cas ou le 
deposant a choisi une administration differente de la presente administration aux fins de I'examen preliminaire 
international et que Padministration consideree a notifie au Bureau international, selon la regie 66.1bis.b), 
qu'eile n'entend pas considerer comme les siennes les opinions ecrites de la presente administration chargee de 
la recherche intemationale. 

Si, comme cela est indique ci-dessus, la presente opinion ecrite est consideree comme Popinion ecrite de 
Padministration chargee de I'examen preliminaire international, le deposant est invite a soumettre a Padministration 
chargee de I'examen preliminaire international une reponse ecrite, avec le cas echeant des modifications, avant 
Pexpiratbn d*un delai de 3 mois a compter de la date d'envoi du formulaire PCTASA/220 ou avant Pexplration d'un 
delai de 22 mois a compter de la date de priorite, le delai expirant le dernier devant etre applique. 

Pour plus de details sur les possibilites offertes au deposant, se referer au formulaire PCT/lSA^20. 

3. Pour de plus amples details, se referer aux notes relatives au formulaire PCTASA/220. 
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Formulaire (PCT/ISA537) (feuille de thre) (janvier 2004) 



OPINION ECRITE DE [/ADMINISTRATION 
CHARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande internationale n° 
PCT/FR2005;D50083 



Cadre n° I Base de I'opinion 



1 ' i^i^noHon^I" 6 1 n la 1, guc M! P^ sen i e °P ini6n a * tab,le sur ,a base de la demande internationale dans 
la langue dans laquelle elle a &<§ d§pos6e, sauf indication contraire donn§e sous ce point. 

□ La prSsente opinion a &6 Stablie sur la base d'une traduction de la langue dans laquelle la demande 
internationale a ete d<§pos6e dans la langue suivante , qui est ia langue de la traduction remise aux fins 
de la recherche Internationale (selon les regies 12.3 et 23.1 .b)). 

2 ' n °P me la °" les sequences de nucleotides ou decides amines divulgu<§es dans la demande 

internationale, le cas §ch§ant, la recherche internationale a 6t<§ effectu6e sur la base des §!6ments suivants : 

a. Nature de I'6l6ment : 

0 un listage de ia ou des sequences 

□ un ou des tableaux relatifs au listage de ia ou des sequences 

b. Type de support : 

S sur papier sous forme 6crite 

□ sur support eiectronique sous forme d6chiffrable par ordinateur 

c. Moment du dSpflt ou de la remise : 

S contenu(s) dans la demande internationale telle que d£pos£e 

□ d6pos§(s) avec la demande internationale, sous forme d§chiffrable par ordinateur 

□ remis ulterieurement k la prdsente administration aux fins de la recherche 

3. □ De plus, lorsque plus d'une version ou d'une copie d'un listage des sequences ou d'un ou plusieurs 

taweaux y relatifs a 6t§ d<§posee, les declarations requises selon lesquelles les informations fournies 
"i t l n ^ reme " t g" * u t m J> de copies supptementaires sont identiques a celles initialement fournies et ne 
yont pas au-de]& de la divulgation faite dans la demande internationale telle que d§pos£e initialement 
seion le cas, ont ete remises. 

4. Commentates comptementaires : 

voir feuille separee 



Formulaire PCTdSA/ 237 (janvier 2004) 



OPINION ECRITE DE L' ADMINISTRATION 
CHARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale n° 
PCT/FR2005/050083 



Cadre n° II Prlorite 



1 . S La validity de a revendication de priority n'a pas et6 prise en consideration car rAdministration charg6e de 

la Recherche Internationale ne dispose pas d'une copie de la demande anterieure dont la priority est 
revendiquee ou si n§cessaire, de sa traduction. Cette Opinion a toutefois ete 6tablie en supposant que la 
date perhnente (Ragles 43bisA et 64.1) Start bien la date de priority. 

2. □ La pr6sente opinion a 6t6 dtablie comme si aucune priority n'avait 6te revendiqu6e, du fait que la 

revendication de priority a 6t6 jug6e non valable (regies 43bis.1 et 64.1). DSs lors pour les besoins de la 
prSsente opinion, la date du d6pdt international indiqu§e plus haut est consid<§r<§e comme la date 
pertinente. 



3. Observations comptementaires, le cas 6ch£ant : 
voir feuille separee 



Cadre n« V Declaration motivee selon la regie 43Ws.1 (a)(1) quant a la nouveaute, I'acth/lte Inventive et 
la possibility d application mdustrielle; citations et explications a rappui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


2-5,7-10 




Non : 


Revendications 


1,6,11,12 


Activity inventive 


Oui : 


Revendications 






Non : 


Revendications 


1-12 


Possibility duplication industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-12 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separge 



Cadre n° VIII Observations relatives a la demande internationale 



Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins et 
de la question de savoir si les revendications se fondent entterement sur la description : 

voir feuille s^paree 



Formulaire PCT/1SA/237 (janvier 2004) 



OPINION ECRITE DE I'ADMINISTRATION 
CHARGEE DE LA RECHERCHE 
INTERNATIONALE (FEUILLE SEPAREE) 



Demande Internationale n° 
PCT/FR20Q5/050083 



Concernan t le point II 
Priority 

111 Les documents D6 et D7 publies entre la date de priorite et la date de depot 

conferment des parts (essentielles) de la demande comme revendiquee. Sous la procedure 
PCT, ces documents sont sans importance pour une opinion quant a la nouveaute et I'activite 
inventive. Pourtant si le deposant choisit de poursuivre la route europeenne, il faut considerer 
ce qui suit: si apres verification il est etabli que la revendication de priorite de la presente 
demande n'est pas valable pour tout ou partie de I'objet revendique, les documents D6 et D7 
pourront etre cites contre la nouveaute et/ou I'activite inventive (de I'ensemble) des 
revendications. 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite Inventive 
et la possibilite ^application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 

2.1 Les documents suivants sont consideres comme pertinents; 

D1 : WO 0246476 (ABBOTT LAB) 1 3 juin 2002 (2002-06-1 3) 

D2: WO 9732040 (ROYAL INFIRMARY OF EDINBURGH NHS TRUST) 4 septembre 
1997(1997-09-04) 

D3: WO 0220837 (PYROSEQUENCING AB) 14 mars 2002 (2002^03-14) 
D4: US 6335184 (BIO-RAD LABORATORIES) 1 janvier 2002 (2002-01-01) 
D5: REITSMA ET AL: "USE OF THE DIRECT RNA AMPLIFICATION TECHNIQUE 
NASBA TO DETECT FACTOR V LEIDEN, A POINT MUTATION ASSOCIATED 
WITH APC RESISTANCE", BLOOD COAGULATION & FIBRINOLYSIS, vol. 7, 
1996, pages 659-663 

D6: UGOZZOLI ET AL: "Four-color multiplex 5' nuclease assay for the simultaneous 
detection of the factor V Leiden and the prothrombin G20210A mutations" 
MOLECULAR AND CELLULAR PROBES, vol. 18, no. 3, juin 2004 (2004-06),' 
pages 161-166 



Formulaire PCT/Feuille s£parSe/237 (feuille 1) (OEB-janvter 2004) 



OPINION ECRITE DE ('ADMINISTRATION 
CHARGEE DE LA RECHERCHE 
INTERNATIONALE (FEUILLE SEPAREE) 



Demande internationale n° 
PCT/FR2005/050083 



D7: EP 1 398388 (OGHAM GMBH) 1 7 mars 2004 (2004-03-1 7) 



2.2 NOUVEAUTE (Art. 33(2) PCT) 

2.2.1 Le document D1 decrit une amorce etant identique avec une suite de 17 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID NO:6 comme revendique, utilisee dans un procede pour le 
diagnostic d'une thrombose associee au facteur V Leiden. Au vu de D1, I'objet des 
revendications 1 , 6 et 1 1 , de la presente demande n'est done pas nouveau. 

2.2.2 D2 decrit une amorce oligonucleotidique etant identique avec SEQ ID NO:7 
comme revendique, utilisee dans un procede pour la detection de la mutation 20210 de 
prothrombine. De plus, D2 decrit une trousse utilisable dans un tel context. Au vu de D2, 
I'objet des revendications 1 , 1 1 et 1 2, de la presente demande n'est pas nouveau. 

2.2.3 D3 decrit une amorce etant identique avec une suite de 1 8 motifs nucleotidiques 
de la SEQ ID NO:5 comme revendique, ainsi que des amorces et des sondes utilisables pour 
la detection des 2021 0 de prothrombine et 1 691 du facteur V Leiden, et des precedes et des 
trousses correspondants. Au vu de D3, I'objet des revendications 6, 1 1 et 12, de la presente 
demande n'est pas nouveau. 

2.2.4 D4 decrit une amorce oligonucleotidique etant identique avec les nucleotides 1 -21 
de la SEQ ID NO:4 comme revendique, et en plus une trousse utilisable dans ce context. Au 
vu de D4, I'objet des revendications 6 et 12 de la presente demande n'est pas nouveau. 

2.2.5 La presente demande ne remplit pas les conditions enoncees dans I'article 33(1 ) 
PCT, parce que I'objet des revendications 1 , 6, 1 1 et 12, n'est pas conforme au critere de 
nouveaute defini par I'article 33(2) PCT. 



2.3 ACTIVITE INVENTIVE (Art. 33(3) PCT) 



Formulate PCT/Feuille separee/237 (feuille 2) (OEB-janvier 2004) 



fESSH^SR* ° E ,,ADM,N,STRAT, ON Demande Internationale „- 

CHARGEE DE LA RECHERCHE 

I NTERNATIONALE (FEUILLE SEPAREE1 PCT/FR2005/050083 



2.3.1 La demande decrit un precede in vitro pour le diagnostic/prognostic d'une 
thrombose en utilisant une paire d'amorces d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques choisi parmi SEQ ID NOS: 1, 3 a 8, 15 et 16, et au moins une sonde de 
detection (revendication 1). Ces amorces sont revendiquees elles-memes (revendication 6), 
faisant partie d'une paire d'amorces (revendication 8), et faisant partie d'une trousse pour un 
tel diagnostic/prognostic (revendication 12). Considerant le contenu de la demande entiere, 
le mode prefere d'un tel procede est une amplification NASBA (non revendique). 

2.3.2 L'etat de la technique le plus proche peut etre considere comme etant le document 
D5 qui decrit un procede de NASBA, specifiquement applique dans le diagnostic/prognostic 
d'une thrombose en identifiant la mutation 1691 associee au facteur V Leiden. En plus, D5 
decrit les motifs nucleotidiques des SEQ ID NOS:2 et 9 comme revendique, faisant partie 
d'une amorce et d'une sonde de detection. 

2.3.3 La difference entre la revendication 1 et D5 est le choix des amorces et des sondes 
ayant des structures primaires alternatives par rapport a fart anterieur. Un effet technique relie 
avec ce choix ou ces oligonucleotides alternatifes n'est pas reconnaissable car le but d'etre 
capable de reussir un procede in vitro pour le diagnostic/prognostic d'une thrombose en 
utilisant des paires d'amorces d'amplification, suivis par ('utilisation de sondes de detection 
est deja bien decrit dans I'art anterieur, e.g. D3 et D5. Les amorces et sondes de ces 
documents (utilises dans des precedes tout-a-fait comparables) presentent les memes 
avantages/caracteristiquesque ceux mentionnes dans la presente demande. Par consequent, 
un probleme a resoudre, ne paraTt pas exister. 

2.3.4 Seulement definir des nouvelles amorces et sondes de detection n'est pas suff isant 
pour donner a un tel procede une activite inventive. Sans des caracteristiques donnant a ces 
oligonucleotides une sorte superiorite/amelioration significative vis-a-vis I'art anterieur, aucune 
activite inventive peut §tre adjugee. 

2.3.5 Aussi les revendications dependantes 2 a 5, 7, 9 et 10, ne contiennent aucune 
caracteristique qui, en combinaison avec celles de I'une quelconque des revendications a 
laquelle elles se referent, definisse un objet qui satisfasse aux exigences du PCT en ce qui 
concerne I'activite inventive. 



Formulaire PCT/Feuille separ6e/237 (feuille 3) (OEB-Janvier 2004) 



OPINION ECRITE DE r ADMINISTRATION 

CHARGEE DE LA RECHERCHE Demand6 intemationa,e n ° 
INTERNATIONALE (FEUILLE SEPAREE) PCT/FR2005/050083 

2.3.6 Au vu de ce qui precede, la presente demande ne satisfait pas aux exigences de 
I'Article 33(3) PCT, car I'objet des revendications 1 a 12 n'implique pas une activite inventive. 



Concernant le point vm 

Certaines observations relatives a la demande Internationale - Manque de Clarte 

VHI. 1 La (partielle) numerotation des revendications n'est pas logique. Selon le 

contexte, les revendications devraient §tre corrig§es ainsi: 
Revendication 7 etant dependante de la revendication 6, 
revendication 9 6tant d§pendante de la revendication 8, 

revendication 10 etant dependante des revendications 6 ou 7, et des revendications 8 ou 9 
de m§me pour les revendication 1 1 et 1 2. 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/237 (feuille4) (OEB-janvier2004) 



